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El presente invento se refiere a nuevos
compuestos antibidticos, y especificamente a clertos nue
vos derivados de tolipomicinona y a un procedimiento pa
ra su preparacién.

El entibiético Tolipomicina Y se prepara,
como se describe en la memoria descriptive de la patente
de EE.UU. Ne 3.627.881, por cultivo del microorganismo
Streptomyces Tolypophorus (ATCC 21177) en un medio nu-

triente adecuado. En la publicacién de patente Japonesa
N2 72.37199 se describe wm procedimiento en el que la To
lipomicina Y se hidroliza para producir tolipomicinona,
que tiene la férmula siguiente:

(1):

&
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Se sabe que la tolipomicina Y es un ambi-
bidtico muy potente, pero tiene la desventaja de que es
extremadamente inestable en wn medio 4cido. Por otra par
te, la tolipomicinona que es estructuralmente muy simi-
lar a la Tolipomicina Y, tiene mejor estabilidad en pre
sencia de 4cidos pero posee una actividad antibidtica mu
cho menor. Ahora se handescubierto ciertos nuevos deriva
dos de tolipomicinona que tienen una actividad antibid-
tica inesperadsmente buena junto con excelente estabili
dad frente a los Acidos. Estos derivados son: las 3-(ami
no sustituido)-tolipomicinonas, las 3-(amino sustitui-
do)-16,17-dihidrotolipomicinonas, las 3,16-di~(amino
sustituido)-16,17-dihidrotolipomicinonas, las 3-(amino
sustituido)-1,4~dihidrotolipomicinonas, las 3-(amino sug
tituido)-1,4,16,17-tetrahidrotolipomicinonas y las 3,16~
~di-(amino sustituido)-1,4,16,17-tetrahidrotolipomicing
nas.

Asi, el presente invento consiste en com-

puestos que tienen la férmula general (II).
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CH CH
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en donde:

R representa un grupo hidrocerbonado ali-

fdtico cuya cadena de Atomos de carbono puede estar in-
terrumpida por uno o més atomos de oxigeno y/o azufre

y/o nitrégeno, y que puede estar sustituido o no susti-

tuido;

Q representa uno de los grupos:

-4 -
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‘,’Hs i “’Ha
~CE=C— , ~CH,— CH~ , -CH,— <I: —
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(17) (16) (17) (16) 17 (16)

(siendo R como ge ha definido antes); ¥y

los grupos:
T
i
!
!
representan
OH 0
| : [
c c.

De acuerdo con una realizacidén del presen
te invento, se proporcionan 3-(amino sustituido)-tolipo-
micinonas, 3-(amino sustituido)-16,17-dihidrotolipomici
nones y 3,16-di-(amino sustituido)-16,17-dihidrotolipo~
micinonas que tienen la férmula general (III):

-5 -
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(en la cual R y Q son como se han definido entes).

En otra realizacién del invento, se pro-
porcionan derivados de 1,4-dihidrotoliponicinona que

tienen la férmula general siguiente (IV):

10-2-75.
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(en la cual Ry Q son como se han definido antes).

Si el grupo R estd sustituido, los susti-
tuyentes pueden ser uno © mas de los sigulentes: grupos
cicloalcohilo sustituidos o no sustituidos; grupos ci-

cloalquenilo sustituidos o no sustituidos; grupos erilo
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sustituidos o no sustituidos; radicales heterociclicos
sustituidos o no sustituidos; grupos hidroxi; grupos al
coxl, ariloxi o cicloalcoxi; grupos carboxilicos y/o
sulfénicos, bien como dcidos libres o como los ésteres
o como las amides; &tomos de haldgeno, grupos aldehido
0 cetona; grupos nitrilo; y grupos amino sustituidos o
no sustituidos. Los grupos cicloalcohilo, los grupos ci
cloalquenilo, los grupos arilo y los radicales heteroci
clicos pueden estar ellos mismos sustituidos, siendo
los sustituyentes preferidos uno o mas de los siguientes:
grupos cfclicos saturados o insaturados, grupos alifdti-
cos de cadena lineal o ramificada; grupos hidroxialecohi
lo; grupos hidroxialcohileno; grupos amino o alcohilam;
no o dialcohilamino-~alcohilo o alcohileno; grupos hidro
xi; grupos alcoxi; grupos carboxilicos o sulfénicos,
bien como &cidos libres o como ésteres o amidas; &tomos
de haldgeno; grupos haloalcohilo; grupos aldehido o ce
tona; grupos nitrilos; o grupos amino sustituidos ¢ no
sustituidos.

Ejemplos de grupos R son: grupos slcohilo o al
cohileno, que tienen preferiblemente de 1 a 10 Ztomos de
carbono; grupos cicloalecohilealcohilo; grupos cicloalque~

nilelecohilo; gruposarilalcohilo o grupos arilalquenilo,

“tales como grupos fenilalcohilo em los cuales el grupo fe

-8 -
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nilo puede estar insustituido o puede tener uno o mas
suatituyentes, que pueden ser iguales o diferentes, ta-
les como grupos alcohilo inferior, grupos alcoxi infe-
rior, grupos amino, grupos alcchilamino, grupos dislco-
hilamino, Atomos de halégeno, grupos carboxilicos o sul
fénicos (que pueden ser Acidos libres, ésteres o amidas).
Ejemplos especificos son los grupos metilo, etilo, 2-hi
droxietilo y 3~hidroxipropilo.

Ejemplos de grupos R en los cuales wna ca
dena alifatica de &tomos de carbono estéd interrumpida
por atomos de oxigeno son: grupos alcoxialcohilo, tales
como grupos metoximetilo, etoximetilo, metoxietilo, y
etoxietilo; grupos ariloxialcohilo, tales como fenoxime
tilo; y grupos heterocicliloxialcohilo.

EJemplos de grupos R en los cuales una ca
dena slifatica de atomos de carbono estéd interrumpida
por un atomo de nitrdgeno son: grupos alcohilaminoalco-
hilo; grupos dialcohilaminoslcohilo, tales como grupos
dimetilaminometilo, dietilaminometilo, dimetilaminocetilo,
dietilaminoetilo, dimetilaminopropilo, y dietilaminopro
pilo; grupos arilaminoalcohilo, tales como fenilaminome
tilo; y grupos heterociclilaeminoalcohilo

Ejemplos de grupos R que tienen una cadena
alifatica sustituida por w grupo heterociclico son:
grupos piridilalcohilo; grupos piperidilalcohilo; grue

-9 -



pos morfolinililalcohilo; grupos piperszilalcohilo; gru
pos tienilalcohilo; grupos furilalcohilo; grupos tetra-
hidrofurilalcohilo; grupos imidazolilalcohilo; grupos
6xazolilalcohilo; grupos pirazolilalecohilo; grupos pi-

S rrilalcohilo; grupos pirrolidilalcohilo; y grupos tria
zolilalcohilo.

Ejemplos de grupos R en los cuales una ca
dena slifatica tiene un grupo arilo sustituido son: ben
¢ilo; clorobencilo; metoxibencilo; feniletilo; metoxi-

10 feniletilo; clorofeniletilo; metilaminobencilo; dimeti-
laminobencilo; etilaminobencilo; dietilaminobencilo; me
tiletilaminobencilo; metileminofeniletilo; dimetilsming
feniletilo; etilaminofeniletilo; y dietilaminofenileti-
lo.

15 Una clase preferida de compuestos del pre
sente invento son aquellos en los que el grupo smino en
la posicidén 3 estd unido a un grupo metileno que forma
parte del grupo R: es decir compuestos que contienen la
estructura -NHCH,- en la posicién 3. Ejemplos especifi-

20 cos de dichos grupos son: metilo; etilo; bencilo; 4-(N,N-
~dimetilamino)-bencilo; N-morfolinometilo; 2-hidroxieti.
lo; 3-hidroxipropilo; 2-(N,N-dimetilamine)-etilo; 3-(N,N-
~dimetilemino)-propilo; 4~piridilmetilo; 2-tetrehidrofu
rilmetilo; 4-(N-metil)-piperidil-metilo.

25 Entre los nuevos compuestos del presente

10-2-75.
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invento estén los siguientes:

1.
2.
3.
4,
5.

19.

20,
21.
22,

3=-bencilaminotolipomicinona
3,16-di~(bencilamino)-16,17-dihidrotolipomicinona
3-metilaminotolipomicinona
3,16~-di~(metilamino)~16,17-dihidrotolipomicinona
3-(2-morfolinoetilamino)-tolipomicinona
5,16-bis—(2-morfolinoeti1amino)-16,17-dihidrotolipg
micinona

3-(2~hidroxietilsmino)-tolipomicinona
3-/3-(N,N-dinstilamino)-propilamine;/~toliponicinona.
3-bencilamino-16,17-dihidrotolipomicinona.
3-/2-(dimetilemino)-etilemino/-tolipomicinona
3-/F~(N-metilpiperidil)-metilamino/-tolipomicinona
3-(3-hidroxipropilamino)-tolipomicinona.
3-metilamino-16,17-dihidrotolipomicinona.
3~(4~piridil)-metilamino-tolipomicinonsa
3-(2-tetrahidrofuril)-metilamino-tolipomicinona.
3-(piperonilamino)-tolipomicinona.
3-(p~dimetilamino~bencilamino)-tolipomicinona
3-/2-(4-imidaz0lil)etilamino/~tolipomicinona
Eﬁ['5244-metilpiperazin-1~il)-propilaming7ltolipo-
micinona

3-(2-tenilamino)~tolipomicinona
3-(p-imidazolid-2-ona-1-il-etilamino)~-tolipomicinona
3~/B-(p-hidroxifenil)-etilamino/-tolipomicinona

- 114 =
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23-
24,

25.
26.

27.

28.
29.

50:
31.
320

33.

34,
35.
z6.
37.
38.

39.
40,
4.

3-(4-hidroxi-3-metoxibencilamino)-tolipomicinona
3-/p-(2-piridil)-etilamino/-tolipomicinona
3-(3-piridilmetilamino)-tolipomicinona
3-(B-piperidino-etilamino)-tolipomicinona
3-/B-(5-nitro-pirid-2-il)-sminoetilaming/-tolipomi-
cinona
3-(N-metilpirrol-2-il-metilamino)-tolipomicinona
3~(N-metilpirrolidin—2-il-metilamino)-tolipomicino-
na

3-(pirazinilmetilamino)-tolipomicinona
3~/PB~(1,2,4-triazol-1~-il)-etilamino/-tolipomicinona
B-nyh(ﬂ,2,4—triaz01—1-il)-propilamin97ltolipomici-
nona
5-[Tx2(1,2,3,4-tetrazol-1-il)-propilaming7ltolipom;
cinona

% ~(N-metilpiperid-3-il-metilamino)-tolipomicinona
3-(pirid-2-il-metilamino)~-tolipomicinona
3-(2-tenilamino)-1,4-dihidrotolipomicinons
3-/B-morfolinocetil-amino/~1,4~dihidrotolipomicinona
3-(N,N~dimetilaminoetil-amino)-1,4~dihidrotolipomi~
cinona

3.metilamino-1,4-dihidrotolipomicinona
3-tetrahidrofurfurilamino-1,4~dihidrotolipomicinona
3-(3-hidroxipropilamino)-1,4-dihidrotolipomicinona.

Tos compuestos 1 a 35 son compuestos nue-
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nos que estan comprendidos en la férmula general ante-
rior (III), mientras que los compuestos 36 a 41 son com
puestos nuevos que estén comprendidos en la férmula ge-
neral anterior (IV). Estos compuestos se identificarén
més adelante por los nimeros dados en la lista ante-

rior.

Los compuestos de la férmula general (III)
pueden prepararse por adicién de una amina a tolipomici
nons y preferiblemente después afiadir un agente oxidan-
te, tal como ferricismuro de potasio, didxido de manga-
neso, persulfato de amonio o peréxido de hidrédgeno. El
procedimiento se lleva a cabo generalmente en presencia
de un disolvente, por ejemplo cloroformo, benceno, to-
lueno o dioxano. La temperatura a la cual se lleva a ca
bo la reaccién no es critica y, por esta razén se lleva
a cabo preferiblemente a Lemperatura ambiénte. Los reac
cionantes amina y tolipomicinona se emplean preferible-
mente en proporciones estequiométricas o la amina se em
plea en exceso.

Dependiendo de la reactividad de la amina,
es posible bien introducir el sustituyente amino sola-
mente en la posicién 3, o bien tanto en la posicidn 3
como en la posicién 16, para formar la 3,16-di~(amino
sustituido)-16,17-dihidrotolipomicinona. Normalmente, un

gran exceso de amina dard como resultado una sustitucién

- 13 -
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tanto en la posicién 3 como en la posicién 16, mientras
que proporciones equimolares 0 un exceso moderado de
amina haré predominar la sustitucidn en la posicién 3.
Las pequefias cantidedes de los derivados 3,16-di-(amino
sustituido) que se formen ocasionalmente durante la pre
paracién de los derivados en la posicidn 3 pueden sepa-
rarse por técnicas conocidas, por ejemplo por cromatogra
fia.

Las 3-(amino sustituido)-16,17-dihidrotoli
pomicinonas pueden prepararse como se ha descrito antes,
partiendo de 16,17-dihidrotolipomicinona. Les 3,16-3i-
(amino sustituido)-16,17-dihidrotolipomicinonas pueden
prepararse partiendo de bien tolipomicinona o0 de 16,17~
~dihidrotolipomicinona.

Los compuestos de férmula (IV), es decir
las 3~(amino sustituido)-1,4-dibhidrotolipomicinonas, las
3-(smino sustituido)-1,4,16,17-tetrahidrotolipomicinonas
7 las 3,16-di~(amino sustituido)-1,4,16,17-tetrahidroto
lipomicinonas, pueden, y preferiblemente ss preparan
por reduccidén de las correspondientes 3-(amino sustitui
do)-tolipomicinonas, 3-(amino sustituido)-16,17-dihidro
tolipomicinones o 3,16-di-(eamino sustituido)-16,17-dihi
drotolipomicinonas respectivamente. E1 agente reductor
empleado para la reduccién puede ser uno cualquiera de

los que se emplean comimmente para este tipo de reacciédn,

-4 -



tal como el écido IL(+)-ascérbico o hidrdégeno en presen-—
cia de un catalizador adecuado, tal como paladio sobre
carbén vegetal o paladio sobre sulfato de bario. Se ha
encontrado que la reaccién se lleva a cabo més conve~

5 nientemente empleando el 4cido L(+)-ascérbico; esta reac
cién tendrad lugar normalmente en presencia de un disol-
vente (por ejemplo un alcanol, por ejemplo metanol o
etanol) y, puesto que la temperatura de reaccidn no es
critica, a temperatura ambiente.

10 Los compuestos del presente invento /es
decir, los compuestos de férmula (11)7 poseen una va-
liosa actividad antibiética y, como se demostrd por
los datos de concentracién inhibitoria minima, son poten
tes agentes antibacterisnos tanto frente a las bacte-

15 rias Gram-positivas como frente a las bacterias Gram-ne
gativas. Su activided es bactericida. Los compuestos del
invento pueden, por consiguiente, emplearse para comba-
tir infecciones tanto en animales como en seres humanos.
Ademis, los compuestos del invento son estables en las

20 condiciones de pH reinantes en los liquidos bioldgicos
del sistema digestivo; en particular, son estables en las
condiciones de pH que existen en el tracto géstrico de
animales y seres humenos. Estos contraste con la Tolipo
micina Y y la tolipomicinona, puesto que el primero,

25 sungue es un sgente antibiético muy potente, es inesta-
10=-2-75,
- 15 -
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ble en presencia de Acidos, mientras que el ultimo, sun
que tiene estabilidad mejorada en condiciones écidas,
tiene una actividad antibidtice sustencialmente disminui
ds.

Ia estabilidad de los compuestos del inven
t0o en condiciones acidas, tales como aquellos que exis-
ten en los tractos gastricos de los animales y seres hu
menos, pernite a los compuestos ser administrados por
via oral, que es una ventaja sustancial, puesto que la
administracidn 6ra1 es la via generalmente preferida de
administracién para antibidticos. Los compuestos del pre
sente invento son también Utiles como intermedios esta-
bles en la preparacidén de otros compuestos farmacéuticg
nente activos.

Asi el invento consiste adicionalmente
en una composicidén farmacéutica que comprende un com-
puesto de férmula (II), (III) o (IV) en mezcla con un
excipiente o diluyente farmacéuticemente aceptable., La
composicidén se formula preferiblemente para administra-
¢cidén oral y puede por lo tanto estar en la forma de, por
ejemplo, una tableta, cédpsula, gragea 0 polvo.

El invento se ilustra adicionalmente con
referencia a los Ejemplos siguientes. Ios valores Rf da
dos en los Ejemplos se refieren al Rf de la tolipomici-

nona y se calculsn por la férmula Rf(ona) = Rf del com-
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puesto /Rf de la tolipomicinona. Los espectros U.V. se
determinaron en metanol y la >\méxima se da en nm en
los Ejemplos, representéndose el logaritmo ‘E entre pa-

rentesis. Los porcentajes son en peso.

Los derivados de tolipomicinona del pre~
sente invento pueden emplearse también en forma de sa-
les de adicién de Acido, es decir con HC1, acido citri-
co, acido oxalico, que son farmacéuticamente activos.
Ademés los compuestos de férmula general (IV) pueden em
plearse como sales de adicién basicas, es decir de meta
les alcalinos 0 bases orgénicas como trietilamina.

EJEMPIO 1

Preparacién de 3-bencilaminotolipomicinona (Compuesto 1)

500 mg de bencilamina disuelta en 5 ml de
cloroformo se siiadieron lentamente durante 41 hora a 1 g
de tolipomicinona disuelto en 30 ml de cloroformo. A
continuacién se afiadid 1,25 g de dibéxido de manganeso.
Ie mezcla se aglitdé durante 20 horas y se filtrd, des-
pués de lo cual se afladieron 10 ml de una solucién acuo
gs al 5% de acido citrico. Se separd la fase orgénica,
ge extrajo con tres porciones de agua de 10 ml, se se-~
¢d sobre sulfato de sodio anhidro y luego el disolven-

te se separd por evaporacidn.

Bl sélido resultente se disolvid en 2 ml

de scetato de etllo y se pasd a través de una columna

-17 -
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de cromatografis que tenia un diédmetro interior de 4,6
cn y wa sltura de 46 cm (volumen 770 ml) rellena con
gel de silice 60 Merck, Ia columna se eluyb con una mez
cla de acetato de etilo/benceno 80/20 (v/v). Ias frac-
ciones, cads una de 10 ml, que en cromatografia de ca-
pa delgada, CCD, (sobre gel de silice 60 Merck F 254)
mostraba un componente violeta que tenia un Rf(ona) =
1,36 (acetato de etilo como fase mévil), se recogieron,

se reunieron, se secaron y se disolvieron en 1,5 ml de

- acetato de etilo y se pasaron & través de una segunda

columne (didmetro interno 2,4 cm, altura 37 cm, volumen
165 ml) rellena con gel de silice 60 Merck. Le columna
se eluyd con una mezcla de acetato de etilo/metenol
90/10 (v/v) que contenis Acido oxdlico al 1%. Las frac-
ciones que, en CCD llevada a cabo como sntes, mostraban
una componente violeta que tenis Rf(ona) = 1,36 se reco
gieron y rewnieron, se separd el disolvente por evapora
cién y el residuo se disolvidé en 100 ml de cloroformo.
Is solucién orgénica se lavd luego con
tres porciones de 20 ml de agua, se secd y se separd el
disolvente por evaporacidén. El rendimiento fue del 68%.
El producto sélido se recristelizd a con-
tinuascién tres veces en cloroformo por adicidén de 15 vo
limenes de n-hexano. Por sndlisis, se encontré que el

contenido de nitrégeno del producto era 3,14%, compara-

- 18 =



10

15

20

25
10-2-75.

do con un valor calculado de 3,44%.

Espectro UV: 234 (4,4%); 264 (4,33);
319(4,13); 362(3,37); 535(3,28).

El didéxido de mengeneso empleado se prepa
r6 como sigue: se disolvieron 10 g de MnSO,.H,O en 200
ml de agua, después de lo cual se ailadieron 6,2 g de
KMnO,. Se afiadidé una solucién de 3 g de hidréxido de so
dio en 20 ml de agua y la mezcla se calentd & 80-90eC
durante 3 horas. Se recogid el sbélido, se lavd con agua,
se filtré y secd a 1209C durante 4 horas.

Ejemplo 2
Preparacién de 3,16-di-(bencilamino)-16,17-dihidrotoli-

pomicinona (compuesto 2).

Se disolvieron 300 mg de tolipomicinona
en 6 ml de dioxano y, mientras se agitaba la solucidn y
se enfriaba con agua e hielo, se afiadieron 0,5 ml de ben
cilamina. La mezcla se agitd durante 6 horas mAs a tem-
perature embiente.

Ia solucién violeta se vertid a continua-
cidn en 60 ml de cloroformo y se agitd con 60 ml de una
solucién acuosa al 2,5% de ferriciamuro de potasio. El
pH de la solucidén acuosa se elevd luego hasta un valor
de 7 por adicién de acido clorhidrico 1 N, con agita-
cién.

Después de separar la capa organica, se ex

- 19 -



: trajo la capa acuosa con 20 ml de cloroformo. Se reunie
ron las soluciones de cloroformo, se lavaron con 20 ml
de agua, secaron y el cloroformo se evapord bajo vacio.
Por CCD (acetato de etilo en fase mévil,
5 gel de silice 60 Merck F. 254) el producto mostrd una
sola mancha a Rf(ona) = 1,73.
La sustancia se cromatografid sobre una
columna que contenia 25 g de gel de silice 60 Merck y
se eluyb con acetato de etilo para dar 280 mg del pro-
10 ducto. Por andlisis, el contenido de nitrégeno encontre
do fue 4,77% comparado con un valor calculado de #4,55%.
Espectro de UV: 233(4,37); 262(4,31);
315(4,19); 377(3,87); 522(3,26).
El espectro de RMN (en CDCI3; 60 Mc) del
15 producto mostrd la ausencia de la seiial de H(3) y la
presencia de uns sefial a é;a 7,42 ppm atribuible a los
cinco protones aromdticos del grupo bencilo.

Ejemplo 3

Preparacidn de 3-metilaminotolipomicinona (Compuesto 3)

20 v 3,16-di-(metilamino)-16,17-dihidrotolipomicinona (Com~

puesto 4)

A 500 mg de tolipomicinonsa disueltos en 5
ml de dioxané se afiadieron 0,12 ml de una solucidn al
17,5% de metilamina en agua/dioxano (1:1 en volumen) du
25 rante un periodo de 30 minutos, con agitecién y a una
10-2-75,
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temperatura inferior a 102C. La mezcla se agitdé duran-
te una hora mas, después de lo cual se afiadieron 600 mg
de diéxido de mangesneso. Entonces se agité la mezcla du
rente una hora, después de lo cual se filtrd y se afa-

5 dieron 100 ml de cloroformo y 8 ml de una solucién acug
sa al 1% de acido citrico.

A continuacidén se gepard la capa orgénica,
gse lavd con tres porciones de agua de 10 ml y se secd,
separdndose luego por evaporacién el disolvente. E1l sé-

10 1ido producido se disolvié en una mezcla de benceno/ace
tato de etilo/metanol (10:90:1 en volumen) y se cromato
grafié a través de 100 volimenes de gel de silice 60
Merck impregnados con écido oxdlico al 1%. La elucién
se 1llevd a cabo con una mezcla de benceno/acetato de

15 etilo/metanol (10:90:1), conteniendo el acetato de eti-
1o écido oxalico al 1%. Cada fraccién de 10 ml se cromg
tografié por CCD empleando como fase mévil benceno/acets
to de etilo/metanol (10:90:1). Se recogieron las frac-
ciones que mostrabsn un componente violeta a Rf(ona) =

20 0,86, se reunieron y secaron para dar 110 mg de 3-meti
laminotolipomicinona. Contenido de nitrégeno del pro-
ducto: encontrado; 3,87%; calculado 3,97%. Espectro
UV: 234(4,42); 264(4,34); 319(4,08); 362(3,80); 533
(3,17).

25 Se continudé la elucidén, empleando como
10-2~75.
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eluyente una mezcla de metanol/acetona 80/20 y las frac
ciones que mostraban un componente violeta pardo a Rf(ona)
= 0,54 en CCD (las mismas condiciones que antes), se Te
cogieron, se reunieron y se secaron, para dar 120 mg de
3,16~di-(metilamino)-16,17-dihidrotolipomicinona.

Espectro UV: 234(4,30); 262(4,26); 318(4,08);
373(3,97)5 530(3,39).

Se repitid el experimento empleando las
mismas cantidades de reaccionantes y en las mismas con-
diciones, excepto que se empled cloroformo como disol-
vente de reaccién,

Ejemplo 4

Preparacidén de 3-(2-morfolinoetilamino)-tolipomicinona

(Compuesto 5) v 3,16-big~(2-morfolinoetilamino)-16,17-

~dihidrotolipomicinona (Compuesto &)

Se disolvieron 200 ml de tolipomicinona
en 5 ml de cloroformo y, se afiadieron durante una hora,
1 ml de uma solucidén sl 8% de N-(2-aminoetil)-morfolina
en cloroformo. La solucidén se agitod durente 30 minutos,
después de lo cual se afiadieron 200 ml de didxido de
manganeso. La solucidén se agitd duramte 45 minutos mAs
y se filtrd, afiadiéndose luego 30 ml de cloroformo. La
solucidn orgénica se lavd con 4 ml de una solucién acug
sa 8l 5% de écido citrico y luego se lavd con tres por

ciones de agua de 10 ml. La fase orgénicae se secd y el
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disolvente se separd por evaporacidm.
El producto se disolvid en una mezcla de
acetato de etilo/cloroformo/metanol 60:37:5 en volumen
y se cromatografid a través de 100 partes de gel de si-
5 lice 60 Merck y luego se eluyd con la misma mezcla de
disolventes, Las fracciones que mostrabamn un componente
violeta a Rf(ona) = 0,58 en CCD (gel de silice 60 Merck
F 254), empleando como eluyente una mezcla de acetato
de etilo/eloroformo/metanol 60:37:5 se reunieron y el
10 disolvente se separd por evaporacién, para dar 0,120 g
del compuesto 5. Contenido de nitrdgeno: calculado
5,01%; encontrado 4,94%. Espectro UV: 230(4,41);
264(4,27); 318(4,10); 362(3,83); 533(3,23).
La columna se eluyd luego adicionalmente
15 con una mezcla de acetato de etilo/metanol 50:50 (volu~
men) y las fracciones que mostraban un Rf(ona) = 0,08
en CCD (en las mismas condiciones que antes) se rewmie-
ron, se secaron y los disolventes se separaron por evapo
racién para dar 50 mg del compuesto 6.

20 Ejemplo 5 -

Preparacién de 3-(2-hidroxietilemino)-tolipomicinona

(Compuesto 7)
A una solucién de 180 mg de tolipomicino-

ne en 5 ml de cloroformo se afladieron 15 mg de etanola-~

25 mina en 0,075 ml de cloroformo. Después de una hora de
- 23 -
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agitacién, se afiedieron 10 mg més de la smina. La mez-
cla se agitd luego durante 30 minutos, después de lo
cual se lavé cinco veces con una solucién acuosa de éci
do citrico al 0,5%. Se afladieron luego 5 ml de una solu
cidn acuosa al 5% de ferricisnuro potasico.

La capa orgénica se secd y el disolvente
se evapord bajo vacio. E1l producto s61ido se cromatogra
£fié en una columna de gel de silice 60 Merck y se eluyd
con acetato de etilo que contenia acido oxalico al 1%.
Ias fracciones que, en CCD, (gel de silice 60 Merck F
254), mostraban un componente violeta a Rf(ona) = 0,64
(aceﬁato de etilo como fase mdévil), se reunieron, se
concentraron, se lavaron con aguas, se secaron y el di-
solvente se evapord bajo vacio.

Ejemplo 6
Preparacién de 3-/3-(N,N-dimetilamino)-propilamino/-to-

lipomicinona (Compuesto 8)

A una solucién de 318 mg de tolipomicino-

na en 5 ml de cloroformo se afiadieron graduslmente du-
rante une hora 53 mg de N,N-dimetilpropilendismins di-
sueltos en 0,5 ml de cloroformo, mientras se mentenia
la temperatura a menos de ‘102C y se agitaba la mezcla.
Se continud le agitacidén durante 1 hora mas, afiadiéndo-
ge 310 mg de didxido de manganeso, ¥ después de 30 minu

tos mds de agitecidén, se filtrd la mezcla, afiadiéndose
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50 ml de cloroformo y 5 ml de una solucidn acuosa al 1%
de acido citrico. Se separd la capa organica, se lavd
tres veces, cada una con 10 ml de agua, se secd y se
evapord el disolvente. El s6lido se disolvidé en 1 ml de
metenol y se pasd a través de wna columna de gel de si-
lice 60 Merck, empleando como eluyente metanol/agua
(80:20 en volumen).

Se recogieron las fracciones que, en CCD
(gel de silice 60 Merck F 254), mostraban un componente
violeta & Rf(ona) = 0,16 (fase mbévil acetato de etilo/pi
ridina, 70:30 en volumen). ELl metanol se evapord bajo
vacio y la fase acuosa residual se extrajo varias veces
con clorofohmo. Ios extractos organicos se reunieron, se
gsecaron y luego se evapordé el disolvente, produciendo
80 mg del compuesto 8.
Espectro UV: 234(4,45); 264(4,37); 319(4,17); 362(3,89);
535(3,25).

Ejemplo 7

(a) Preparacidén de 16,17-dihidrotolipomicinona

Se disolvieron 300 mg de tolipomicinona
en 25 ml de etanol y se hidrogend a temperatura ambien-
te y a presidén atmosférica en presencia de 50 mg de pa-
ladio sobre carbdém vegetal. En el transcurso de una hora

a 272C se consumieron 35 ml de hidrdgeno.

Iuego se separd por filtracidn el catali-
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zgdor, se concentrd el filtrado a un sexto de su volumen
original, y se afiadieron 100 ml de scetato de etilo. La
solucidén se agitd por sacudidas a continuacién durante
largo tiempo con una solucién al 3% de cloruro férrico
(cuatro porciones, cada una de 30 ml). La fase organica
se lavd luego dos veces con agus, se secd y el disol-
vente se separd por evaporacidén. Se obtuvo 16,17-dihi-
drotolipomicinona practicamente puro que tenia un
Rf(ona) = 0,98 (eluyente acetato de etilo) en CCD, (gel
de silice 60 Merck F 254).

(b) Preparacidn de 3-bencilemino-16,17=-dihidrotolipomi-

cinona (Compuesto 9).

Se disolvieron 400 mg de 16,17-dihidrotoli
pomicinona en 8 ml de dioxano y, mientras se enfriaba
con agus e hielo, se afiadid graduslmente con agitacién
0,4 ml de bencilamina. La solucidén se agitd durente 40
minutos més con enfriamiento. Luego se afiadieron 75 ml
de cloroformo, seguido por 75 ml de una solucidn acuosa
al 3% de ferricianuro de potasio. Se ajustd el pH a 7
por adicién de acido e¢lorhidrico 0,5N.

Se separd la capa organica y se extrajo
la capa acuosa con 30 ml de c¢loroformo.

Tos extractos orgénicos se reunieron, se
lavaron con 20 ml de agua, se secaron y el disolvente

se separd por evaporacidn bajo vacio.
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La CCD sobre gel de silice 60 Merck F
254, empleando como fase mbévil acetato de etilo/metanol
(96:4 en volumen), mostré una mencha roja a Rf(ona) =
1,32. E1l producto se cromatografié en 30 g de gel de
silice empleando como eluyente uns mezcla de acetato de
etilo/metanol (98:2 en volumen).

Se obtuvieron asi 140 mg de 3-bencilamino-
-16,17-dihidrotolipomicinona.

Ejemplo 8
Preparacién de 3-/2-(dimetilamino)-etilamino/-tolipomi~

cinona (Compuesto 10)

A una solucién de 100 mg de tolipomicino-
na en 2,5 ml de cloroformo se aifladieron gradualmente du
rante wn periodo de 1 hora 12 mg de N,N-dimetiletilen-
diamina disueltos en 0,170 ml de cloroformo, mientras
se mantenia la temperatura por debajo de 102C y mante-
niendo la agitacién. Se continué la agitacidén durante
una hora més, afiadiéndose 110 mg de dibéxido de manganeso
y, después de 30 minutos mas de agitacidn, se filtrd la
mezcla.

Se afiadieron a continuacién 50 ml de clo-~
roformo ¥y 5 ml de una solucién acuosa al 1% de acido ci
trico. Se separd la capa organica, se lavd con tres por
ciones de agua de 10 ml, se secd y el disolvente se se-

pardé por evaporaciémn, E1 sélido producido se disolvid
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en 1 ml de metsnol y se pasd s través de une columna de
gel de silice 60 Merck empleando como eluyente acetato
de etilo/metanol (60:40 en volumen), conteniendo el ace
tato de etilo Acido oxalico al 1% p/v.

Se reunieron aquellas fracciones que, por
CCD (gel de silice 60 Merck F 254), mostraban wn compo-
nente violeta de Rf(ona) = 0,58 (fase mbvil acetato de
etilo/metanol). E1 metanol se evapord a continuscion
bajo vacio y la fase acuosa residusl se extrajo varias
veces con cloroformo. Se reunieron los extractos orgéni
cos, se secaron y se evapord el cloroformo. El residuo
se recristalizé en cloroformo/n-hexano, produciendo 80
ng de 3-/2-(dimetilamino)-etilamino/tolipomicinona.

Espectro UV: 234(4,40); 264(4,31);
319(4,13); 362(3,85); 530(3,20).

Ejemplo 9

Preparacién de 3-/F—(N-metilpiperidil)-metilamino/-toli-

pomicinona (Compuesto 11)

A una solucidén de 300 mg de tolipomicinona
en 4 ml de cloroformo se afladieron graduaslmente 200 mg
de 4-aminometil-N-metilpiperidins disuelta en 2 ml de
cloroformo. La solucién se agitd durante 12 horas a tem
peratura ambiente. Mientras se mantenia la agitacion, se
afiadieron a continuacién 40 ml de cloroformo, seguido

por 20 ml de una solucidn acuosa al 3% de ferricianuro
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de potasio. El pH de la solucidn se disminuyé a 7 por
adicién de dcido clorhidrico 0, 5N.

A continuacién se separé la capa organica,
se secé y se evaporé bajo vacio. Por GCD (gel de silice
60 Merck F 254) empleando como eluyente metanol/icido
acético (9:1 en volumen), el residuo mostrd una tnica
mencha violeta a Rf (ona) = 0,31, El producto se cromato
grafié en una columna de gel de silice 60 Merck y se
eluyé con una mezcla de metanol/acido acético 9:1. Se reu
nieron las fracciones que contenian el producto violeta
Y se evapordé el disolvente bajd vacio, El residuo se di
s0lvid en cloroformo ¥ la solucidén se lavd dos veces con
agua, se secd y luego el cloroformo Be evapord bajo va-

clo.

Ejemplo 10

Preparacién de 3-(3-hidroxipropilamino)—tolipomicinona

(Compuesto 12)

A una solucién de 200 mg de tolipomicinona

en 5 ml de cloroformo se afladié, con agitacién, una solu
cién de 70 mg de 3-sminopropanol em 4 ml de cloroformo.
Después de agitacién durante 1 hora, se afladieron 30 ml
més de cloroformo, seguido por 15 ml de una solucidn acuo
sa al 3% de ferricianuro de potasio. ElL PH de la solucién
acuosa se ajustd entonces hasta wn valor de ? por adicién

de .4cido elorhidrico 0,5N.
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Se separd la capa organica, se seco y el
disolvente se evapord bajo vacio. El producto, por CCD
(gel de silice 60 Merck F 254), mostrd una mancha &
Rf(ona) = 0,33 (eluyente acetato de etilo).

5 El residuo se cromatografid sobre gel de
gilice 60 Merck empleando como eluyente acetato de eti-
lo.

Ejemplo 11

Preparacién de 3-metilsmino-16,17-dihidrotolipomicinona

10 (Compuesto 13)

Se sfiadieron 300 mg de metilamina, a tempe
raturs reducida y mientras se mantenia la agitecién, a
250 mg de 16,17-dihidrotolipomicinona disuelta el 5 nl
de dioxano. Se mentuvo la agitacién a temperatura ambien
15 te durente 10 minutos. A continuacidén, mientras se man-
tenia la agitacién, se afiadieron 50 ml de cloroformo,
seguido de 50 ml de una solucidén acuosa al 2% de ferri-
cianuro de potasio. El pH de la solucidén se ajusté cui-
dadosamente a un valor de 7 por adicién de dcido clorhi
20 drico 0,5 N.
A continuacién se sgparé la fase organica
v se extrajo la fase acuosa con 20 ml de cloroformo. Se
reunid el extracto orgéinico con la fase orgénica y la
mezcla se secd y el disolvente se separd por evapora—
25 cién bajo vacio. La CCD mostrd un producto violeta a

10-2-75,
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Rf(ona) = 1,04 (eluyente acetato de etilo/metenol, 20:1)
y 16,17-dihidrotolipomicinona sin reaccionar. El produc
to se cromatografio en 25 g de gel de silice 60 Merck y
se eluyd con acetato de etilo. Se obtuvieron 145 mg del
producto.

El espectro de RIN (en CDCla, 60 Mc) mos-

tré ausencia de la seiial de H(3).

Ejemplo 12

Preparacidén de 3-(4-piridil)-metilamino-tolipomicinona

(Compuesto 14)
Se afladieron 900 mg de 4-piridilmetilemi-

na durente 2 horas, con agitacidén, a 300 mg de tolipomi
cinona disuelta en 10 ml de cloroformo. Luego se abadie
ron 150 mg de didxido de manganeso, agitandose la mez-
cla dursnte 10 horas mis y se filtré a continuacién. Se
Se afiadieron 70 ml de cloroformo y la solucidén se lavd
con 5 ml de una solucién acuosa al 5% de écido citrico
y con tres porciones de agua de 20 ml,

La fase organica se secd y el disolvente
se evapord. E1 residuo, por CCD (gel de silice 60 Merck
F 254), empleando como eluyente acetato de etilo/bence~
no/metanol (70:25:15 en volumen), mostrd una mancha a
Rf(ona) = 0,77.

El producto se cromatografio en una colum

na de gel de silice 60 Merck y se eluyd primersmente con
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una mezcls de acetato de etilo/benceno/metanol 88:10:2
en volumen (el acetato de etilo contenia écido oxalico
al 1% en p/v) paras separar el material de partida sin
reaccionar y luego con una mezcla de acetato de etilo/ben
ceno/metanol 70:25:15 en volumen (el acetato de etilo
contenia dcido oxdlico al 1% p/v) para eluir el producto
deseado. Se recogieron las fracciones que contenian el
producto, se concentraron a un tercio de su volumen ori
ginal, se mezclaron con 70 ml de cloroformo y se lava-
ron varias veces con porciones de 20 ml de agua.

A continuacidén se secd la fase orgénica y
el disolvente se separd por evaporacién. El residuo se
disolvid en 1 ml de cloroformo y se precipité por adi-
cién gradual, en frio, de 20 ml de n-hexano. Se obtuvie
ron 170 mg de 3-(4-piridil)-metilamino-tolipomicinona.

Ejemplo 13
Preparacidn de 3-(2-tetrahidrofuril)-metilamino-tolipomi-~

cinona (Compuesto 15)

260 mg de tetrahidrofurfurilamina disueltos
en 2 ml de cloroformo se afladieron graduaslmente, con agi
tacidén, a 300 mg de tolipomicinona disueltos en 10 ml de
¢loroformo. Después de una hora, se afiadieron 150 mg de
didxido de manganeso y la suspensidn se agitd durante 30
minutos més, después de lo cual se filtrd. A continua-

cién se afiadieron 80 ml de cloroformo y la solucidén se
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1avé con una solucidén acuosa al 5% de acido citrico y
luego dos veces con agua. Se secd la fase orgénica y se
evapord el disolvente. La CCD en gel de silice 60 Merck
F 254 empleando como eluyente acetato de etilo/benceno/
metanol (70:25:5 en volumen), mostrd una mancha a Rf(ona)
= 0,87.

El producto se disolvid en 2 ml de acetato
de etilo y se cromatografi6é en una columna que contenia
35 g de gel de gilice 60 Merck, empleando como eluyente
acetato de etilo que contenia Acido oxalico al 1%. Se
reunieron aquellas fracciones que, por CCD, mostraron
wm Rf(one) = 0,87, se lavd varias veces con agua, Se sg
¢é y se evapord el disolvente. El sélido se purificéd adi
cionalmente por cromatografia a través de 40 g de gel de
gi{lice 60 Merck empleando como eluyente una mezcla de
acetato de etilo/benceno/acetona 49:49:5. Se reunieron
las fracciones que contenfan el producto, se lavaron
con agua, Se secaron y se evapord el disolvente. El s6-
1ido se disolvidé en 1,5 ml de cloroformo y se precipi-
té con 20 ml de n-hexano. Se obtuvieron 145 mg del pro-
ducto, siendo el contenido de nitrégeno del producto
3,61%, comparado con un valor calculado de 3, 46%.

Espectro U.V.: 234(4,4%); 264(4,33);
319(4,10); 362(3,80); 535(3,19).
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Ejemplo 14 (Ejemplo comparativo)

Preparacién de 3-ciclohexilamino-tolipomicinona

A 300 mg de tolipomicinona disueltos en 6
ml de dioxsno se afladieron, & baja temperatura y con agi
tacidén, 0,300 ml de ciclohexilamina disueltos en 6 ml
de dioxano. ILa solucidn fue entonces agitada durante 56
ninutos a temperatura ambiente. Mientras se agitaba la
solucidn, se afiadieron 60 ml de cloroformo, seguido por
60 m1 de una solucién acuosa al 2% de ferricianuro de po
tasio. El pﬁ de la solucidn se ajustd a 7 por adicién
de acido clorhidrico O,SN.

La fase orgéAnica se separd y la fase scuo
sa se extrajo con 20 ml de cloroformo. El extracto orga
nico y la fase orgénica reunidos se secd, y el disolven
te se separd por evaporacidn bajo vacio. Por CCD (gel
de silice 60 Merck F 254), el producto mostrd una mancha
principal violeta a Rf(ona) = 1,20. E1l producto se cro-
metografid sobre 30 g de gel de silice 60 Merck y se
eluy6é con acetato de etilo. Se obtuvieron 130 mg del pro
ducto.

Ejemplo 15

Preparacion de 3-(piperonilamino)~tolipomicinone (Com-

puesto 16)

150 mg de piperonilamina disueltos en 1,5

ml de cloroformo se afiadieron lentamente con agitacién
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durente 2 horas a 30C mg de tolipomicinona disueltos en
10 ml de cloroformo. ELl progreso de la reaccidén se siguid
por cromatografis en capa delgade sobre gel de silice 60
T 254 Merck, empleando como eluyente acetato de etilo/ben
5 ceno/metanol (70:25:5 en volumen). El producto tiene un
Rf(ona) = 1,20.
Después de 3 horas de reaccidén, la tolipg
micinons habia desaparecido de la mezcla de reaccidn.
Se sfiadieron 100 ml de cloroformo y una solucidén acuosa
10 8l 5% de &cido citrico y luego la fase orgénice se lavd
repetidsmente con agua y se secd, después de lo cual se
secé el disolvente y se separd por evaporacidén. El séli
do residusl se recogid luego en 2 ml de una mezcla de
scetato de etilo (que contenia &cido oxdlico al 1%)/ben
15 ceno/metanol 70:25:5 en volumen y se cromatografié em-
pleando el mismo disolvente a traves de una columna de
gel de silice 60 Merck (didmetro interior 2,4 cm, altura
9,5 cm).
Las fracciones que contenian el producto
20 deseado se reunieron y se lavaron varias veces con agua.
Después de secar, el disolvente se evapord de la fase
orgénica, dando 115 mg de 3-(piperonilamino)-tolipomici
nona impura.
A continuacién el sdlido se recogid en
25 acetato de etilo y se cromatografidé adicionalmente &

1 0-2-’75 .
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través de una columna de gel de silice 60 Merck (didme-
tro interior 16 mm, altursa 50 mm) empleando como eluyente
acetato de etilo que contenia &cido oxalico al 1%. Se la
varon las fracciones que contenian el compuesto 16 desea

5 do con agua y luego se secaron, después de lo cual se re
cogid el residuo en 1 ml de cloroformo y se precipitd con
n-hexsno. Se obtuvieron 54 mg del producto puro.

Espectro UV: 235(4,49); 265(4,32); 317(4,20);
370(3,83); 530(3,23).
10 Ejemplo 16

Preparacidén de 3-(p-dimetilamino-bencilamino)-tolipomici-

nona (Compuesto 17).

210 mg de p~dimetilamino-~bencilamina en
1,5 ml de cloroformo se afiadieron lentamente durante un
15 periodo dé 2 horas a 300 mg de tolipomicinona en 5 ml de
cloroformo. Se afladieron a continuscién 100 mg de didxi
do de manganeso y la mezcla sé agitd durante 30 minutos.
E1l sbélido se separd luego por filtracidn y se afladid una
golucidén acuosa al 5% de acido citrico al filtrado. La
20 mezcla se lavd con agua y se secd, después de lo cusl
se separd el disolvente por evaporacidnm.
El s6lido residual se recogid en 1 ml de
s mezcla de acetato de etilo (que contenia dcido oxé-
lico al 1%)/metanol 97:3 en volumen y se cromatografid,
25 empleando el mismo disolvente, a través de una columna

10-2-75,
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de gel de silice 60 Merck (diédmetro interior 3 cm, al-
tura 9 cm). Se reunieron las fracciones que fueron de-
terminadas por cromatografia en capa delgada (CCD) en
gel de silice 60 F 254 Merck empleando como eluyente
mea mezcla de cloroformo/metanol 95:5 en volumen, que
contenian la 3-(p~dimetilsmino-bencilamino)-tolipomici
nona /Rf(ona) = 0,827, haciéndose ligeramente alcali-
nas por adicién de bicarbonato de sodio y lavadndose
luego con agua. Se secd la fase organica y el disolven
te se separd por evaporacién, dando 90 mg de producto
puro.

Espectro UV: 260(4,60); 320(4,22);
362(3,98); 540(3,33).

Ejemplo 17
Preparacién de 3-/Z2-(4-imidazolil)etilemino/-tolipomi-

cinona (Compuesto 18)

190 mg de histamina en 1,6 ml de cloro-
fomo/metanol (2:1 en volumen) se afiadieron lentamente
durante un periodo de 1 hora a 400 mg de tolipomicinona
en 10 m1 de cloroformo. Se afiadieron 220 mg de didéxido
de mangeneso, seguido, después de 15 minutos, por 70 mg
més de histamina en 0,6 ml de cloroformo/metancl (2:1 en
volumen). La mezcla de reaccidén se cromatografié en gel
de silice 60 F 254 Merck empleando como eluyente aceta-

to de etilo/metanol (75:25 en volumen); el producto nos
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tré wn Rf(ona) = 0,46,

Se continud la reaccidén dursnte 4 horas,
después de lo cual el dibéxido de manganeso se separd
por filtracidén. Se afiadieron al filtrado 100 ml de clo
roformo y 5 ml de una solucién acuosa al 5% de &cido ci
trico, después de lo cual la mezcla se lavd con agua y
se secd y se separd por evaporacidn el disolvente. E1
residuo se recogid en 2 ml de uma mezcla de scetato de
etilo con écido oxdlico al 1%/metanol (75:25) y se cro-
matografié empleando el mismo disolvente a través de
una columna de gel de silice 60 Merck (didmetro inte-—
rior 2,7 cm, altura 6,5 cm).

Se reunieron las fracciones que contenian
3-/2~(4~imidazolil )-etilamino/-tolipomicinona, se eva-
poraron a un cuarto de su volumen inicial, se recogie-
ron en 100 ml de cloroformo, se lavaron con sgua que
contenia algunas gotas de hidréxido de sodio 1N y lue-
g0 con agua solamente, y se &secaron; el disolvente se
separd luego por evaporacidn., El residuo se disolvié
en 1,5 ml de cloroformo y a continuacién se reprecipitd
con 30 ml de n-hexeano. Se obtuvieron 205 ng de produc-
to puro.

Espectro UV: 233(4,51); 264(4,36);
319(4,16); 364(3,89); 530(3,24).
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Ejemplo 18
Preparacién de 3-/ ¥ -(4-metilpiperazin-1-il)-propila-

minoz-tolipomicinona (Compuesto 19)

Se afiadieron con agitacidn durante un pe-
riodo de 90 minutos 428 mg de 1-(3-aminopropil)—4-met;l
piperazina en 3 ml de cloroformo a 400 mg de tolipomici
nona en 3 ml de cloroformo. A continuecidén se afiadieron
200 mg de didéxido de manganeso y la reaccidén se conbi-
nud durante 30 minutos. Después de este tiempo, la solu
cién se filtrd, se afiadieron 100 ml de cloroformo y la
mezcla se agltd con 2 ml de dcido citrico acuoso al 5%.
Se afladid un poco de acetato de sodio a la fase acuosa
con el fin de facilitar la extracciémn del compuesto 19
deseado por el cloroformo. Ia fase orgénica se lavd 3
veces con agua, se secd y el disolvente se separd por
evaporacidn.

El s6lido residual se recogié en 1 ml de
acetona/metanol (25:75 en volumen) que contenia 1% de
écido oxélico y se cromatografid a través de una colum~
na de gel de silice 60 Merck (didmetro interior 2,4 cm,
altura 6,2 cm) empleando como eluyente el mismo disol-
vente. Se reunieron las fracciones que demostraron por
CCD en gel de silice 60 F 254 Merck (eluyente: una mez-
cla de cloroformo y metsnol 90:10 en volumen), contener

el compuesto 19 deseado /Hf(ona) = 0,847, se secaron,
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se recogieron en cloroformo y se lavaron con agua. La
fase organica se secd luego y el disolvente se separd por

evaporacidn bajo vacio. El residuo se recogid en 2 ml de

tolueno y se reprecipitd con 30 ml de n-hexano, Se obtu

vieron 65 de 5-1?‘B’-(4-meti1piperazin-ﬂ-il)—propilami-
no/-tolipomicinona.
Espectro UV: 228(4,33); 267(4,24);
316(4,07); 365(3,79); 535(3,15).
Ejemplo 19

Preparacion de 3-(2-tenilamino)-tolipomicinona (Com-

puesto 20)

260 mg de 2-tenilamina en 1,3 ml de cloro
formo se afiadieron, con agitacidn, durante un periodo de
2 horas a 400 mg de tolipomicinona en 4 ml de clorofor-
mo. A continuacidn se afladieron 150 mg de didxido de
mangeneso y, después de dejar reaccionar ls mezcla du-~
rante 30 minutos, se separd por filtracién el didxido
de menganeso.

Se afiadieron 100 ml de cloroformo al filtxa
do y la solucién se lavd con una mezcla de 20 ml de agua
7 5 nl de wma solucién acuosa al 5% en peso de écido ci
trico y luego se lavd tres veces solasmente con sgua.
Después, la solucidn se secd y el disolvente sé separd
por evaporacidn. E1 sbélido asi obtenido se cromatogra;

fi6 a través de wuna columna de gel de silice 60 Merck
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(didmetro interior 2,2 em, altura 10 cm) empleando como
eluyente acetato de etilo que contenia &cido oxdlico al
1%. Les fracciones que mostraron por CCD (eluida con
acetato de etilo) contener 3-(2-tenilamino)-tolipomici-
nona /Rf(ona) = 1,07/ se lavaron con agua, Se secaron y
el disolvente se separd por evaporaciodn.

ELl sélido asi obtenido se recogic en 2 ml
de wna mezcla de acetona y agua 50:50 (en volumen) y se
cromatografid a través de uma columna de gel de silice
silanizada 60 Merck (diémetro interior 3 cm, altura 5
cn) empleando como eluyente la misma solucidn. Se reu-
nieron las fracciones que contenian el 3~-derivado y se
evapord la acetona. Ia solucién se recogidé luego en clg
roformo, se lavd con agua, se secé y se evapord el di-
solvente. E1 sélido asi obtenido se recogid en 1 ml de
cloroformo, del cual se reprecipité por adicién de
n~-hexano. Se obtuvieron 120 mg del compuesto 20 puro.

Espectro UV: 233(4,52); 263(4,35);
317(4,18); 370(3,88); 530(3,23).

Ejemplo 20
Preparacién de 3-(p-imidazolid-2-ona~1-il-~etilamino)~to-

lipomicinona (Compuesto 21)
185 mg de 1-(p~aminoetil)=-2-imidazolidona

en 3 ml de cloroformo se afiadieron, con agitacidén, du-

rsnte un periodo de 41,5 horas a 300 mg de tolipomicinona
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en 5 ml de cloroformo. A continuacién se afiadieron 120
ng de didxido de manganesd a la solucidn. Después de
agitar la mezcla durante 30 minutos, se afiadieron 100 ml
de cloroformo y el didéxido de manganeso se separd por
filtracidén. Se sfladieron 2 ml de acido citrico acuoso

el 5%, se lavd la fase organica con agus y se secd sobre
sulfato de sodio anhidro; a continuacidén se separd el di
solvente por evaporacién bajo vacio. E1l sélido asi obte
nido se recogid en 1,5 ml de cloroformo y la solucidn

se extendid sobre una placa de 20 x 20 cm que soportaba
mna capa de 2 mm de grosor de gel de silice 60 F 254
Merck, y se cromatografid empleando como eluyente cloro
formo/metanol (90:10 en volumen). Las fracciones se se-
pararon luego y, después de quitar por raspado la gel de
silice, se recogidé la fraccidn que tenia un Rf(ona) =
0,55, que correspondia a 3-(p-imidazolid-2-ona-1-il-eti
lamino)-tolipomicinona.

La gel de silice quitada por raspado se
tratd luego dos veces con 20 ml de metanol/agua (9:1 en
volumen), con lo cual el compuesto 21 deseado se disol-
vibé en metanol acuoso. Esta solucién se concentrd a wn
volumen de 7-8 ml, se recogid en 100 ml de cloroformo
y se lavd con agua. La fase de cloroformo se secd sobre
sulfato de sodio anhidro y luego se separd por evapora-

¢ién el cloroformo. El sbélido residual se disolvid en

- U2 -



1,5 ml de cloroformo, del cual se reprecipité con 30 ml
de n-hexsno. Se obtuvieron 150 mg de 3-(B-imidazolid-2-ona-1-
-il-etilamino)~-tolipomicinona.
Espectro UV: 234(4,35); 262(4,26);
5 316(4,14); 370(3,84); 531(3,19).

Ejemplo 21
Preparacién de 3~/P-(p-hidroxifenil)-etilamino/~tolipo-

micinona (Compuesto 22)

200 mg de tiramina en 2,5 ml de etanol se
10 afiadieron durante um periodo de 1 hora a 400 mg de toli
pomicinona en 5 ml de cloroformo. Después de agitar la
mezcla durante 30 minubtos, se afladieron 100 ml de clorgo
formo. La solucidén se lavd luego repetidemente con agua
que contenia &cido citrico de 0,5% y luego se tratd sola
15 mente con agua hasta alcanzar un pH de 7.

A continuacién se secd la fase de cloro-
formo y se separd por eveporacién el cloroformo. El sé-
1ido se recogib en 2 ml de una mezcla de benceno/meta-
nol/acetato de etilo + &cido oxAlico &l 0,5% (10:1:90

20 en volumen) y se cromatografidé en una columna de gel de
siliéé 60 Merck (didmetro interior 2,8 cm, altura 10 cm)
empleando como eluyente la misma mezcla. Las fracciones
que se determinaron por CCD en gel de silice 60 F 254
Merck (eluidas con benceno/metanol/acetato de etilo,

25 10:1:90 en volumen) mostrando wna mencha a Rf(ona) = 0,9,

10-2-75.
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se mezclaron con 200 ml de benceno y se lavd la solu~
cidén con agua y se secd. EL benceno se separd luego por
evaporacién. El s6lido residusl se disolvid en 1,2 ml
de acetona y se afiadieron 0,7 ml de agua. Esta solucidén
se cromatografid a través de wma columna (didmetro inte
rior 2,8 cm, altura 4 cm) rellena con gel de silice si-
lanizado €0 Merck empleando como eluyente acetato/agua
(60:40 en volumen). Practicamente el total del compues-
to 22 deseado permanecid en la parte superior de la co-
lumna, mientras se eluyeron las impurezas. Después de
desechar los productos contaminsntes, la 3-/B-(p-hidro-
xifenil)-etilemino/-tolipomicinona se eluyé con wna mez
cla de acetona y acetato de etilo 80:20 (en volumen).

Las fracciones que contenian el compuesto
deseado se reunieron y a continuacidén se evapord el di-
solvente practicamente hasta sequedad; el residuo se re
cogid en cloroformo y se lavd con agua. La fase de clo-
roformo se secd a continuacidén y el cloroformo se sepa-
rd por evaporacién. E1 sb6lido residual se recogid en 1
ml de cloroformo y se reprecipitdéd con n-hexsno. Se obtu
vieron 85 mg de 3-/B-(p-hidroxifenil)-etilaming/-tolipo
micinona.

Espectro UV: 225(4,52); 266(4,37);
318(4,15); 365(3,88); 535(3,24).
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Ejemplo 22

Preparacién de 3-(4-hidroxi-3-metoxibencilamino)-toli-

pomicinona (Compuesto 23)

2,5 ml de una solucién al 30% de 4~hidroxi-
~3-metoxi-bencilamine se afladieron gradualmente durante
w perfiodo de 1,5 horas a 360 mg de tolipomicinona en 3
nl de dioxamno. La mezcla de reaccidn se cromatografiéd
(capa: gel de silice 60 F 254 Merck, eluyente: clorofor
mo/metanol/acetato de etilo, 20:2,5:2,5 en volumen), El
compuesto 23 deseado tenia un Rf(ona) = 0,75. Después de
2 horas de reaccibn, se afladieron 100 ml de cloroformo,
2 ml de acido citrico scuoso al 5% y 20 ml de agua. A con
tinuacidén se lavd la fase de cloroformo con agua y se
secd, después de lo cual el cloroformo se separd por eva
poracién. El sblido se recogid en 2 ml de cloroformo, se
crbmatografié en una capa de 2 mm de espesor de gel de
silice 60 Merck y se eluyd con una mezcla de cloroformo/
metanol 24:1 (en volumen).

La mancha violeta correspondiente al com-
puesto 2% deseado se separd por raspado, se puso en sus
pensién en 20 ml de una mezcla de metanol y agua 90:10
en volumen y se agitd durante 15 minutos. Después de
filtracién, el gel de silice se lavd otra vez con 20 ml
de la misma mezcla.

Los filtrados reunidos se redujeron a un
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péqueﬁo volumen y luego se extrajeron con 100 ml de clo
roformo. La fase de cloroformo se lavd con agua, se se-
cbd y se concentrd hasta un volumen de 2 ml. A conbtinua~
cién se precipité 3-(4-hidroxi-3-metoxibencilamino)-toli
ponicinona con 30 ml de n-hexesno; este compuesto se obtu
vo en una cantidad de 90 mg.

Espectro UV: 230(4,54); 271(4,37);
318(4,23); 522(3,27).

Ejemplo 23

Preparacién de 3-/B-(2-piridil)-etilemino/-tolipomicino-

na (Compuesto 24).

190 mg de 2-(2-sminoetil)-piridina en 2 ml
de cloroformo se afiadieron, con agitacidén, a temperatura
ambiente durante 41 hora a 220 mg de tolipomicinona en 7
ml de cloroformo. Después de agitar durante 30 minutos,
se sfiadieron 100 mg de didéxido de mangsneso. La mezcla
se dejé reaccionar durente 20 minutos, después de lo
cusl el dibéxido de menganeso se separd por filtracién y
gse afiadieron 100 ml de cloroformo al filtrado. Iuego la
solucién se lavéd con 20 ml de agua que contenia 0,5 g
de acido citrico. Ia fase orgénica se secd y el disol-
vente se separd por evaporacidm.

El sélido asi obtenido se cromatografid
sobre gel de silice 60 F 254 Merck (capa: 20 x 20 cm, 2

ml de espesor) empleando como eluyente cloroformo/meta-
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nol (90:10 en volumen).

El compuesto 24 deseado se quitd por ras-
pado de la placa y el gel de silice que contenia se la-
vbd varias veces con una mezcla de metanol y agua 90:10
(en volumen). El disolvente se evapord luego y el resi-
duo se recogid en 100 ml de cloroformo y se lavé con
agua y se secd; el cloroformo se separd luego por evapo
racion.

El sélido residusl se recogid en 4 ml de
una mezcla de agua/acetona/acetato de etilo (15:14:1,
en volumen) ¥y se cromabografidé en una columna (didmetro
interior 2,8 cm, altura 5 cm) de gel de silice silaniza
do 60 Merck, empleando como eluyente la mezcla agua/ace
tona/acetato de etilo.

Las fracciones que demostraron por CCD so
bre gel de silice 60 F 254 Merck (eluyente: clorofor-
mo/acetona, 20:10 en volumen) contener el compuesto 24
deseado [Ef(ona) = 0,4§7 se evaporaron parcialmente y
luego se recogieron en cloroformo, se lavaron con egua,
secaron, redujeron a un volumen de 1~-2 ml y luego el
compuesto 24 deseado se precipitéd por adicion de 30 ml
de n-hexano.

Se obtuvieron 50 mg de 3-/B-(2-piridil)-
~etilamino/~tolipomicinona.

Espectro UV: = 233(4,50); 261(4,41);
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317(4,16); 370(3,88); 533(3,22).
Ejemplo 24

Preparacidn de 3-(3-piridilmetilamino)-tolipomicinona

(Compuesto 25)

270 mg de 3-picolilamina en 2 ml de cloro
formo se afiadieron, con agitacién, a temperatura ambien
te durante 1,5 horas, a 300 mg de tolipomicinona en 10
nl de cloroformo. Después de dejar reaccionar la mezcla
durante 2 horas, se afadieron 150 mg de didxido de man-
ganeso y la solucidén se agitd durante 30 minutos més.
El curso de la reaccidén se siguid por CCD en gel de si
lice 60 F 254 Merck, eluyente cloroformo/metanol (25:5
en volumen); el compuesto 25 deseado tiene un Rf(ona) =
0,79.

A continuacidén se separd por filtracidn
el didéxido de manganeso y la solucidén se lavd con acido
citrico acuoso 8l 5% y agua y luego se secd; el disol-
vente se separd luego por evaporacién. E1l sdélido resi-
dual se recogid en 2 ml de una mezcla de cloroformo/ace
tato de etilo (que contenia Acido oxalico al 0,5%)/meta
nol (15:13:2 en volumen) y se cromatografid a través de
wa columna de gel de silice 60 Merck (didmetro inte-
rior 2,8 cm, altura 7,5 cm), empledndose como eluyente
la mezcla de disolvente inicial. La 3-(3-piridilmetila-

mino)-tolipomicinona se absorbid en la parte superior
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de 1a columna y se eluyb con etanol en una fraccién Uni
ca. Bl etanol se separd por evaporacidém y el residuo s
lido se recogid en cloroformo y se lavd con agua. A con
tinuacidén se secd la fase orgénica y luego se separd
por evaporacién el cloroformo. El residuo se recogid en
2 m1 de cloroformo, del que se reprecipité con n-hexano.
Se obtuvieron 90 mg de 3-(3-piridilmetilamino)-tolipomi
cinona.

Espectro UV: 261(4,55); 317(4,23);
360(3,90); 525(3,23).

Ejemplo 25

Preparacién de 3-(B~piperidinoetilamino)-tolipomicino-

na (Compuesto 26)

154 mg de N-(2-aminoetil)-piperidina se
afiadieron lentamente, con agitacién, dursnte 1,25 horas
a 300 mg de tolipomicinona en 13 ml de cloroformo. Des-
pués de afiadir la emina, se agitd la mezcla durante 30
minutos més, después de lo cual se afiadieron 160 mg de
diéxido de manganeso y la agitacién se continub durente
20 minutos mas. -La mezcla de resccidén se sometid a cro-
matografia en gel de silice 60 F 254 Merck, eluyente
scetato de etilo/acetona (15:15 en volumen); el compueg
to 26 deseado tiene un Rf(ona) = 0,36.

A continuscidén se separd por filtracidn el

diéxido de manganeso y se afiadieron 100 ml de cloroformo
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a2l filtrado. La solucidén se lavd luego una vez con 20 ml
de sgua que contenia 3 ml de una solucién acuosa al 5%
de Acido citrico y luego varias veces solamente con
agua. La fase orgénica se secd sobre sulfato de sodio an
hidro y luego se separd por evsporacidn el disolvente.
El residuo sdlido se recogid con 2 ml de
wna mezcla de acetato de etilo/acetona/metsmol (200:175:25
en volumen) y se cromatografié en una columna de gel de
silice 60 Merck empleando como eluyente una mezcla de
acetato de etilo (que contenia acido oxdlico al 1% p/v)
/acetona/metanol. Se reunieron las fracciones que conte
nien el compuesto 26, teniendo wn Rf(ona) = 0,36, se se
pard por evaporacidén parcial el disolvente bajo vacio y
luego, después de afiadir cloroformo, la fase orgénica
se lavé con agua hasta que tuviera wm pH de 7. La fase
orgénica se secd entonces y el disolvente se separd por
eveporacidn. El residuo se recogid en 1 ml de clorofor-
mo y se precipitaron 35 mg de 3-(p-piperidinocetilamino)-
-tolipomicinona por adicién de 30 ml de n-hexaho.

Ejemplo 26
Preparacién de 3/B-(5-nitro-pirid-2-il)-sminoetilamino/-

~tolipomicinona (Compuesto 27)

424 mg de 2-(2-eminocetilamino)-5-nitro-pi
riding en 3 ml de una mezcla de metanol y cloroformo 1:2

en volumen se afiadieron, con agitacién, durante un perio
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do de 1,5 horas a 300 mg de tolipomicinona en ima mez-
cla de 5 ml de cloroformo y 1 ml de metanol. A continug
cion se introdujeron 100 mg de diéxid6 de manganeso y
se continué la agitacién durante 20 minutos més. La mez
cla de reaccion se cromatografidé sobre gel de silice

60 F 254 Merck (eluyente acetato de etilo/metsnol, 24:1
en volumen). E1l compuesto 27 deseado tiene un Rf(ona) =
1,27. A continuacién se separd por filtracién el didxi-
do de manganeso y se afiadieron 100 ml de cloroformo al
filtrado. Iuego se lavdé la fase orgénica, primero con

2 ml de una solucién acuosa al 5% de acido citrico y
20 ml de agua, y luego solamente con agua.

Se secé la fase de cloroformo y el cloro-
formo se separd por evaporacién bajo vacio. El residuo
sblido se cromatografié em una columna de gel de silice
60 Merck (didmetro interior 2,8 cm, altura 7 cm), em-
pleando como eluyente acetato de etilo (que contenia
acido oxdlico al 1%)/benceno/metanol (18:6:1 en volu—
men).

Se lavaron con agua las fracciones que con
tenian el compuesto 27 deseado /mostrado por CCD,
Rf(ona) = 1,27/, se secaron y el disolvente se separd
por evaporacién. El residuc sbélido se craomatografié
adicionalmente a través de una columna de gel de silice

silanizado, empleando como eluyente una mezcla de sgua
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v acetona (60:80 en volumen).

Se concentraron las fracciones que conte-
nian el compuesto 27 deseado hasta un pequeilo volumen y
ge afiadieron 100 ml de cloroformo; la solucidén se lavd
con agua y luego se secd. EL1 cloroformo se separd por
evaporacién. El sbélido resultante se recogidé en 1 ml de
cloroformo, del que se precipitaron con n-hexano 120 mg

de 3-/P-(5-nitropirid-2-il)-sminoetilaming/~tolipomici-

nona.

Espectro UV: 267(4,41); 357(4,37);
529(3,27).

El compuesto era précticamente insoluble
en agua.

Ejemplo 27

(4A) Preparacién de 2-sminometil-N-metilpirrol

Se sfiadieron 30 ml de cloruro de tionilo
a 10 g de dcido N-metil-pirrol-2-carboxilico. ILa mezcla
gse llevd a reflujo dursnte 2 horas, después de lo cual
el cloruro de tionilo se separd por evaporacidénm bajo va
cio. El aceite residusl se destild en atmdsfera de ni-
trégeno a 20 mm de Hg y did, a 105-1062C, 8,5 g de clo-
ruro del dcido N-metil-pirrol-2-carboxilico. Este se di
solvié en éter etilico y se pasd una corriente de smo-
niaco gaseoso snhidro a través de la solucién hasta que

cesd la precipitacidn del cloruro de amonio. E1l s6lido
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se separd por filtracién y el disolvente se evapord ba
jo vacio del filtrado.

Se obtuvieron 6,3 g de la amida del acido
N-metil-pirrol-2-carboxilico. Esta se mezcld con una
cantidad igual de pentdxido de fésforo y la mezcla se
calentd en un matraz bajo vacio. Se obtuvieron 5 g de
nitrilo puro (banda de I.R. a 2210 cm'q). Este se disol
vié en 20 ml de éter anhidro y la solucién se aifiadid go
ta a gota durante un periodo de 71 hora a 09C, con agita
cién, a una suspensién de 2,5 g de hidruro de litio y
aluminio en 100 ml de éter anhidro. La mezcla se mantu-
vo entonces a temperatura ambiente durante 18 horas,
después de lo cual se llevd a reflujo durante 2 horas.
La reaccidn se detuvo entonces y se afiadieron 2,2 ml de
agua a la mezcla, seguido de 1,6 ml de una solucidn
acuosa al 20% de hidréxido de sodio y finalmente 7 ml
de agua. El s6lido se separd por filtracién y el disol-
vente se evapord de la solucidén hetérea. E1l aceite re-
sidual se destild, dando 3,8 g de 2-aminometil-N-metil-
~pirrol, punto de ebulliciém 950C/18 mm de Hg.

B) Preparacidén de 3(N-metilpirrol-2-il-metilamino)-to-

lipomicinona (Compuesto 28)

140 mg de 2-aminometil-N-metil-pirrol en
1,5 ml de cloroformo se afiadieron a 300 mg de tolipomi

cinona en 3 ml de cloroformo. Después de 1 hora, se afia
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dieron 150 mg de didxido de mangsneso a la mezcla de
resccidén. El curso de la reaccién se siguid por cromato
grafia en capa delgada en gel de silice 60 F 254 Merck,
empleando como eluyente acetato de etilo [El compuesto
5 28 tiene una Rf(ona) = 1,2/. Después de aproximadsmente
2 horas, se completd la reaccidén y el didéxido de manga-
neso se separd por filtracién. A continuacidén se afiadie
ron 100 ml de cloroformo y la solucién se lavd con agua
que contenia écido citrico hasta adquirir un pH de 7.
10 El disolvente se separd entonces por evaporacidn bajo
vacio y el residuo sdélido se hizo pasar a través de una
columna (diémetro interior 2 cm, altura 8,5 em) de gel
de silice silanizado empleando como eluyente agua/aceto
na/acetato de etilo (14:16:1 en volumen). Se reunieron
15 las fracciones que contenian el compuesto 28, se afiadid
dos veces el volumen de cloroformo y la solucidn se lavd
luego con agua. La solucidén lavada se secd y el cloro-
formo se separé por evaporacién, dandc 84 mg de 3~-(N-me
tilpirrol-E-il-metilamino)-tolipomicinona.

20 Ejemplo 28

(A) Preparacidn de 2-aminometil-N-metil-pirrolidina

6 g de 2-aminometil-N-metil-pirrol se afig
dieron a una suspensidn de 2 g de didxido de platino en
150 ml de dcido acético. La mezcla se agitd a continua-~

25 cidén bajo una stmésfera de hidrdgeno durante 5 horas pa
10=2-75.
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ra reducir el nicleo de pirrol. EL dcido acético se se-
pard luego por evaporacidén bajo vacio, el residuo se di
s0lvid en metanol y la acidez residusl se neutralizd
con metdéxido de sodio. El sélido precipitado se separd

5 luego por filtracién y el disolvente se evapord de la
solucién metandélica. El aceite residual se destild, dan
do 5 g de 2-aminometil-N-metil-pirrolidina pura (punto
de fusién = 98-1002G/18 mm de Hg).

(B) Preparacidén de 3—(N-metilpirrolidin-2-il-metilsmino)-

10 -tolipomicinona (Compuesto 29)

1,5 g de 2-aminometil-N-metil-pirrolidina
en 1,5 nl de acetonitrilo se ailadleron, con agitacidn,
a 900 mg de tolipomicinona en 5 ml de acetonitrilo. lLa
mezcla se agité durante 2 horas, después de lo cusl se
15 afiadieron 500 mg de didxido de mangsneso. Después de 10
minutos, el diéxido de mangeneso se separd por filtra-
cién y se afiadieron 100 ml de cloroformo al filtrado. A
continuacidén la mezcla se lavd con agua pura y con agua
que contenia acido citrico al 5%, después de lo cual la
20 solucién se secd sobre sulfato de sodio anhidro. El di-
solvente se separd luego por evaporacidén bajo vacio. EL
s861ido residual se cromatografid a través de una colum-
na de gel de silice 60 Merck (diémetro interior 3 cm, al
tura 10 cm) empleando dos disolventes diferentes. ELl pri

25 mero consistia en cloroformo/acetato de etilo (que con-

40-2"750
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tenia écido oxédlico al 1%)/metsnol en una proporcidén en
volumen de 40:5:5; este eluyd la tolipomicinona residual
Y algunas impurezas. El segundo disolvente, consistente
solamente en metanol, eluydé el compuesto 29. Las frac-

5 cionés que contenian el compuesto 29 Zﬁf(ona) = 0,19
por CCD con gel de silice 60 F 254 Merck, eluyente clo
roformo/acetato de etilo/metanol, relacidén en volumen
40:5:57 se reunieron y lavaron con agua a un pH de 7.
Las fracciones combinadas se secaron luego, después de

10 lo cual el disolvente se separd por evaporacién bajo va
cio. E1l residuo sdélido se disolvid en 1,5 ml de cloro-
formo y se reprecipitd con n-hexano, dsndo 130 mg de
3-(N-metilpirrolidin-2-il-metilamino)-tolipomicinona
pura.

15 Ejemplo 29

(A) Preparacidén de aminometilpirszina

22 mg de pirazinamida y 22 g de pentéxi-
do de fdésforo se mezclaron y calentaron bajo vacio, dan
do 7 g de cianopirazina (punto de ebullicidém 92-942C/18

.20 mn de Hg, banda I.R. a 2240 cm™ ). Esta cianopirazina
se disolvid en 30 ml de éter anhidro y la solucidn se
afiadid a una suspensién de 3.040 g de hidruro de litio
Y aluminio en 100 ml de éter anhidro, con agitacidn, a
temperaturs ambiente. Se continud la agitacidén durante

25 18 horas, después de lo cual la mezcla se llevd a reflu
10-2-75.
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Jo durante 3 horas. La reaccién se detuvo por enfria-
miento de la mezcla en un bafio de hielo Y se afiadid su~
cesivamente 3,2 ml de agua, 2,4 ml de hidréxido de so-
dio acuoso al 20% y 11 ml de agua. El sélido que preci-
pité se separd por filtracién y el éter se evapord bajo
vacio, del filtrado. El aceite residual se destild, dsn
do 1,5 g de aminometilpirazina (punto de ebullicién
97-992C/18 mm de Hg).

(B) Preparacién de 3-(pirezinil-metilamino)-tolipomici-

nona_(Compuesto 30)

560 mg de sminometilpirszina en % ml de

cloroformo se afiadieron lentamente, con agitacién, a
500 mg de tolipomicinona en 3,5 ml de cloroformo, = tem
peratura ambiente. El curso de la reaccidén se siguid
por CCD (gel de silice 60 F 254 Merck, eluyente acetato
de etilo/metanol, relacién en volumen 23,5:1,5). E1
Rf(ona) del compuesto 30 es 0,78. Después de 2 horas,
se afadieron 300 mg de didxido de manganeso a la mezcla
de reaccidn y luego se separaron por filtracién, des-
pués de 10 minutos. Le fase de cloroformo se lavd luego
con agua y acido citrico, después de lo cusl se secd 80
bre sulfato de sodio anhidro y el cloroformo se separd
por evaporacién. El sélido residual se cromatografid en
una columna de gel de silice 60 Merck empleando como

eluyente acetato de etilo (que contenia 4cido oxalico
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al 0,5%)/metanol en una relacién en volumen de 23,5:1,5
(didmetro interior de la columna 3 em, slturas 12 cm). Se
reunieron las fracciones que contenisn el compuesto 30
¥ se evapord de las mismas una parte del disolvente. A
continuacidén se afladieron 100 ml de cloroformo, y la so
lucidén de cloroformo se lavd con agua. La solucidn de
cloroformo lavada se secd luego y el cloroformo se sepa
rd por evaporacién. E1 sdlido residual se disolvié en
1,5 ml de cloroformo, del que se precipitaron con n-hexa
no 110 mg de 3-(pirazinil-metilamino)-tolipomicinona im
pura.

Ejemplo 30
Preparacién de 3-/B-(1,2,4-triazol-1-il)etilamino/-toli-

pomicinona §Com2uesto 31)

600 mg de 1-(B-aminoetil)-1,2,;4-triszol

/obtenido por el método de Ainsworth and Jones, J. Am,
Chem. Soc., 77, 621-624 (1955)7 en 10 ml de una mezcla
de acetonitrilo/metanocl 2:1 en volumen se afiadieron a
we solucién de 300 mg de tolipomicinona en 3 ml de ace
tonitrilo. Después de 12 horas, se afiadieron 300 mg de
dibéxido de mangeneso a la mezcla de reaccidn, dejéndola
permanecer durante 30 minutos y separandola luego por
filtracién. Se afiadieron 100 ml de cloroformo al filtra
do, que se lavd con agua. La fase orgénica se secd y los

disolventes se separaron por eveporacién. E1l sélido se

- 58 -



recogld en 2 ml de cloroformo y se cromatografid en wa
capa de gel de silice 60 F 254 Merck, espesor 2 mm, em-~
pleando como eluyente cloroformo/metanol (23:2 en volumen).

Se obtuvieron 45 mg de E—ZFL(1,2,4-triazol-1-il)-etilam£

5 ng/-tolipomicinona /Rf(ona) = 0,587 impura.
Ejemplo 31

Preparacion de 3-/ %2(1,2,4-triazol-1-il)—propilamiqg7L

-~tolipomicinons (Compuesto 32)

530 mg de 1-( Klaminopropil)—1,2,4—tria-
10 zol /obtenido por el método de Ainsworth and Jones,
J. Am. Chem. Soc., 77, 621-624 (1955)7 en 2 ml de meta-
nol y 0,1 ml de trietilamina se afiadieron lentemente a
400 mg de tolipomicinona en 6 ml de acetonitrilo. £l
curso de la reaccién se siguid por CCD en una capa de
15 gel de silice 60 F 254 Merck, eluyente cloroformo/meta~
nol en una relacidén en volumen de 23:2, El Rf(ona) del
compuesto 32 es 0,48,
Después de 12 horas, se afindieron 400 ng
de dibéxido de manganeso y se mantuvieron en contacto con
20 la mezcla de reaccidén durante 30 minutos, después de lo
cual se separd por filtracidn. EL filtrado se lavéd con
agua y édcido citrico, y se secd sobre sulfato de sodio
anhidro; los disolventes se separaron luego por evapora
cién. E1l sélido residual se pasd a través de una colum—
25 na de cromatografia de gel de silice 60 Merck (didmetro
10-2-75,
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interior 2,4 cm, altura 15 cm) empleando como eluyente
acetato de etilo (que contenis &cido oxdlico al 1%)/me-
tanol (23:2 en volumen). Se reunieron las fracciones que
contenian el compuesto 32 Y, después de afiadir 100 ml
5 de cloroformo, se lavaron con agua. La fase orgénica se
secO y los disolventes se separaron por evaporacién bajo
vacio. El sblido se recogié en cloroformo, del que se
reprecipitaron con n-hexano 30 mg de B-ZT'X;(1,2,4-trig
zol-ﬂ—il)-propilaming7ltolipomicinona esencialmente pu-
10 ra,
Ejemplo 32

Preparacién de 3-/ ¥-(1,2,%,4-tetrazol-1-il)-propila-

nino/-tolipomicinona (Compuesto 33)

200 mg de 1-( ) -sminopropil)-1,2,3,4~te-
15 trazol /producido por el método de Ainsworth and Jones,
J. Am. Chen. Soc., 77, 621-624 (1955)7 en unsa mezcla de
acetonitrilo y metanol (2:1 en volumen) y 2 gotas de trie
tilamina se afladieron a 300 mg de tolipomicinona disuel-
tos en 4 ml de acetonitrilo. La reaccién se detuvo des—
20 pués de 17 horas. ELl Rf(ona) del compuesto 33 fue de
0,71 (CCD en gel de silice 60 F 254 Merck, eluyente ace
tato de etilo/metanol, 23%:2 en volumen).
Se afiadieron 100 ml de cloroformo a la
mezcla, que se lavd luego con agua. La fase de clorofor
25 mo se secS sobre sulfato de sodio anhidro y luego se se
10-2=75,
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Pararon los disolventes por evaporacién. E1l sdélido re~
sidual se cromatografid a través de una columna de gel
de silice (digmetro interior 2,4 cm, altura 20 cm) em-
pleando como eluyente acetato de etilo (que contenis

5 dcido oxélico al 1%)/metsnol en uma relacidén en volumen
de 25,5:1,5. Se reunieron las fracciones que contenian
el compuesto 33 y después de afiadir 100 ml de clorofor-
mo, se lavaron con agua. La fage organica se secd y lue
go el disolvente se separd por evaporacidn. E1l sdlido

10 residual se disolvid en 1,5 ml de cloroformo y se repre
cipité con n-hexano. Se obtuvieron 60 mg de 3/~ ¥-(1,

2,3 ,4-tetrazol-1-il)-propilamino/~tolipomicinona impu-

ra.
Ejemplo 33
15 Preparacion de 3-(N-metilpiperid-%-il-metilemino)-toli~

pomicinona (Compuesto 34)

210 mg de N-metil-3-aminometil-piperidins
[obtenida por el método de Villyams, Dmitriev, Dokl.
Rossiisk and Sel'Skokhoz, Akad. 99, 553-7 (1964)7 di-
20 sueltos en 2,5 ml de cloroformo se afladieron a una so-
lucién de 300 mg de tolipomicinona en 2 ml dé clorofor-
mo, EL curso de la reaccién se siguid por CCD en una pla
ca de gel de silice 60 F 254 Merck empleando como eluyen
te wna mezcla de cloroformo y metanol en una relacidn
25 en volumen de 27:4, ELl -Rf(ona) del compuesto 34 era 0,44,
10-2-75.
- 61 -



10

15

20

25
10-2-75.

Después de 2 horas, se afiadieron 150 ng de
didéxido de manganeso y la mezcla se dejbé reasccionar du~
rente 30 minutos. E1 sélido se separd luego por filtra-
cidn y el filtrado se lavé con agua y écido citrico.

La fase orgénica se secd y los disolventes se separaron
por evaporacién.

El s6lido residual se cromatografié en wna
columna de gel de silice 60 Merck (di&metro interior
2,4 cm, altura 12,5 cm) empleando como disolvente Y elu
yente cloroformo/metanol (que contenia Acido oxilico
al 0,2%) en una relacién en volumen de 87,5:12,5. Se
reunieron las fracciones que contenian el compuesto 34,
se lavaron con agua y secaron separindose luego por
eveporacién el disolvente. El sélido residual se recogid
en 1 ml de cloroformo, del cual se reprecipitd con n-he
xXano. Se obtuvieron 100 mg de 5—(N—metilpiperid—B-il-mg
tilamino)-tolipomicinons.

Ejemplo 34

Preparacidn de 3-(pirid-2-il-metilamino)-tolipomicinons

(Compuesto 35)

270 mg de 2-sminometilpiridina en 41 ml de
cloroformo se afiadieron lentamente a 400 mg de tolipomi
cinona en 4 ml de cloroformo. El curso de la reaccidn
se siguid por cromatografia en una capa de gel de sili-

ce 60 F 254 Merck empleando como eluyente cloroformo/me
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tanol en una relacién en volumen de 32:3. E1 Rf(onsa)
del compuesto 35 era 0,78. Después de 1 hora, se afadie
ron 400 mg de didéxido de manganeso y la mezcla se agitd
durante 30 minutos. Luego el didxido de nanganeso se se
5 paré por filtracién. La fase de cloroformo se lavé con
agua y &cido citrico y luego se secd, después de lo
cual el cloroformo se separd por evaporacién bajo vacio.
El sélido obtenido se recogid en 2 ml de cloroformo y
se purificé en una placa de gel de silice 60 F 254 Merck,
10 de 2 mm de espesor, empleando como eluyente acetato de
etilo. Se eluyd el compuesto 35 del gel de silice con
metanol, se separd el sélido por filtraciém, y el disol
vente se evapord de la solucién orgénics. El sélido re-
sidual se recogid en 1 ml de cloroformo, del que se re-
15 precipitaron con n-hexano 60 mg de 3—(pirid—2-il-metilg
mino)-tolipomicinona pura.
Ejemplos 35 a 40

5 ml de écido L(+)-ascédrbico disuelto en
metanol (una solucién al 10%) se afiadieron, con agita-
20 cibén, s temperatura ambiente a 500 mg de cada una, a su
vez, de las 3-(amino sustituido)-tolipomicinonas mos-
tradas en la Tabla I, E1 color de la solucién cambid
gradualmente del violeta al rojo-naranja. Después de 15
minutos, se detuvo la agitacidn, se afiadieron 100 ml de
25 cloroformo y la fase orgénica se lavbé con agua hasta un
10-2-75,
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pH de 7. La fase orginica se secbd luego sobre sulfato
de sodio y el disolvente se separd por evaporacidn. E1
producto obtenido se recogid en 2 ml de cloroformo, del
que se reprecipitdé con n-hexano.

5 Se obtuvieron las 3-(amino sustituido)-
-1,4~dihidrotolipomicinonas en cantidades correspondien
tes a rendimientos superiores al 90% del tedrico. Su es
pectro UV se determind en metanol y los resultados se

recogen también en la Tabla 1.

10-2-75.
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_ Luego se determinaron los datos de la con
centracién inhibitoria minima para los compuestos pre-
parados anteriormente frente a diversas cepas de microor
genismos. Los ensayos se llevaron a cabo en caldos de
infusién de cerebro-corazén inoculados con 1 x 107 de
los microorganismos dados e incubados durante 18 horsas.
Los resultados se determinaron después de 24 horas de
incubacién a 379C. Para fines de comparacidn, se lleva~
ron a cabo ensayos similares frente a la Tolipomicina Y
¥ frente a la tolipomicinona. Las concentraciones inhibi
torias minimas en meg/ml para los compuestos 1, 2, 4,
6-9, 11-14, 16-23 y 26-35 frente a un ntmero limitado
de microorganismos se recogen en la Tabla 25 los resul-
tados para los compuestos 3,5, 10, 12, 15, 24 y 25, asi
como para la Tolipomicina I, frente a un ntimero mayor
de microorganismos, se recogen en la Tabla 3, y los re-
sultados para los compuestos 36 a 41 ¥y la Tolipomicina

Y, se recogen en la Tabla 4,

- 66 -



10-2-75.

TABIA 2

Compueg | Staph. aureus | Staph. aureus| Strept. pyogenes
Yo 209 P FDA 14/A ATCC 12380
1 0,005 0,005 - 0,005 -

0,025 0,025
0,1 - 0,25 - -
4 0,005 - -
6 <0,005 - -
7 0’005 =
0,025 - -
8 0,005 -

0,025 - -
9 O,"I - 0’25 - -
1" 0,025 - -
13 0725 = 015 - -
14 < 0,005 - -
16 <0,005 - -
17 <0,005 - -
18 0,05 - 0,025 - -
19 0,005 -~ _ _

0,025
20 <0,005 - -
21 0,1 - 0,05 - -
22 < 0,005 - -
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TABLA 2 (Cont.)

Compues Bacillus cereus |Sarcina lutea|Klebsiella prneumo-
to ATCC 9634 ATCC 9341 nige Ottavianl
B —
1 0,1 - 0,25 <0,005 25 - 50
2 - - -
4 - - -
6 - - >100
7 - - -
8 - - 25 - 50
9 - - -
11 - - 25
13 - - -
an - - 50 — 100
16 - - > 100
17 - - 12,5
-
18 - - 12,5
19 - - 25
20 - - 100 - 50
21 - - 50 - 25
22 - - >100
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TABLA 2 (Cont.)

gompue_s_ Esgcherichia coli Selmonella
’ ML/35 %élkg'i%—l%clzvo
1 50 - 100 50 - 100
2 - -
4 - -
6 100 25 - 50
7 - -
8 6,25 - 12,5 6,25 - 12,5
9 - -
11 12,5 - 25 12,5 - 25
13 - -
14 25 12,5
16 >100 100 - 50
17 25 12,5
18 50 ~ 25 12,5
19 12,5 3
20 12,5 - 6,25 12,5 - 6,25
21 100 100 - 50
22 >100 50
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wi b

HBTa 3 (deth.) - -

C g -

3 C'éiﬁpile sto -,

Staph. dubeus

Staph. streus

Strept. pyone-

209P Fha 14/8 - (Res
7_ | - ATCC 12380
, 0,025 - -
29 0,005 -
0,025 - “
28 £ 0,005 - -
29 0,005 -
- 0,025 - -
3 ,
30 <0,005 - -
31 0,05 - 0,1 - -
52 0,005 -
0,025 - -
33 0,005 -
0,025 - -
34 0,005 -
0,025 - -
35 <0’OO5 - -
*=——=====:='r =
Compuesto del
Ejemplo 44e 0,1 - 0,25 - - |
Tolipomicina Y 0,025 0,05 0,5 -1
| Tolipomicinona| 0,25 - 0,5 0,25 0,5~ 1

® 3 - cyclohexilamino = tolipomicinona
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TABIA 2 (Cont.)

o EmeA e Mam— 7

Compuesto Bacillus cereus | Sarcina lutea{Klebsiella
ATCC 9634 ATCC 9341 prneumonige
Ottaviani
23 - - 100
26 - - 100 - 50
27 - - >100
28 - - 6 - 12
29 - - 50 - 100
50 - - 50 - 400
31 - - >100
32 - - 22 50
35 - - =~/ 50
34 - - ~ 42
Cpes de _ ~ _
Ejemplo 14¢
Tolipomicina ¥ 0,1 - 0,25 <0,005 50 - 100 |+
Tolipomicinona - - -
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TABIA 2 (Cont.)

Compuesto Egcherichia coli Salmonella
ML/35 D. tiphy B
0248 K Sclavo .
23 100 100
26 50 - 25 12,5 - 25
27 >100 >100
28 6 - 12 212
29 12 - 25 12 - 25
30 50 - 100 50 - 100
31 > 100 >100
32 «~50 2/ 50
33 25 - 50 25 - 50
34 2 6 - 12
35 3 -6 12,5 - 25
Compuesto del _ _
Ejemplo 14@
Tolipomicina Y > 100 >100

Tolipomicinona
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Fueron infectados experimentalmente rato-

nes con Staphylococcus gureus Colliva y la DP (dosis

protectora) 50 se evalud experimentalmente pare algunos

de los compuestos anteriores, administrados por via

oral. Se encontrd que la DP 50 del compuesto 5 [3l(2-mqg
folinoetilamino)-tolipomicinona/ fue de 1,85 mg/kg y que
del compuesto 37 /3-(2-morfolinoetilamino)-1,4-dihidro-

tolipomicinona/ fue de 5 mg/kg.

Ia DL 50 se calculd para administracién in
treperitoneal en ratones y se encontrd que era de 314,9
mg/kg (limites de confisnza: 203,2-488,2) para el com-
puesto 15 13;(2-tetrahidrofuril)-metilamino-tolipomici-
nong/. No fue posible calcular la DL 50 para administra
cién oral, puesto que no habia mortalidad incluso a do-
sis muy altas del orden de 1000 mg/kg.

La presente solicitud que corresponde a
las presentadas en Gran Bretafia, el 15 de Marzo de
1.974, bajo el N2 11674/74 y 1 de Noviembre de 1.974,
bajo el No 47398/74, se acoge a 1los beneficios del arti
culo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.
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REIVINDICACIONES

Ios puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa~-
tente de Invencién en Espafia, por VEINIE afios, son los
gue se recogen én las reivindicaciones siguientes:

18,~ Un procedimiento para la preparacién de

nuevos derivados de tolipomicinona de fdérmule (11 : -

o, O3

CE5C00

cnao

- 81 -



en la cual R representa un grupo hidrocarbonado alifdti-
co cuya cadena de dtomos de carbono puede estar interrum
pida por uno o mds atomos de oxigeno y/o azufre y/o ni~-

trégeno, y que puede estar sustituido o0 no sustituido; Q

5 representa uno de los grupos
CH3 CH3 TH3
-CH=C - . - CH2 - CH - - CH2 -C -
(17) (16) (17)  (16) (17) 4
10 .

(16)7

(siendo R como se ha definido anteriormente); y los gru-

cas v

pos:
Y -
i
15 K
7/ .
77 CooT
’ representan OH 0 BN

N
\O

20
procedimiento que comprende hacer resecionar tolipomieino
na o, respectivamente, 16,17-dihidrotolipomicinona con una
amina correspondiente, obteniendo asi el compuesto de £dr
mula III '

25
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CH CH

5 3
CH_COO
>
CHZ)O & o \
(III)
CH3
0=
5 ////
10
15
que ez el compuesto de férmula II en el que el grué&’ﬁ
20 r 0
! es ”
!
/ ¢
4 /
y, dado el caso, reducir el producto obtenido que tilene
1a férmula III a un compuesto en el que el grupo
25
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0 OH
Q ha pasado a ser el grupo ”

e 7

5 dando de este mddo un compuesto que tiene la férmula IV

10

15

¥

20

25 CH3
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en donde Ry Q en las férmulas III y IV son coumo se han
definido anteriormente.

ng,- Un procedimiento de acuerdo con la reivin
dicacidén 12, en el cual la reaccidn se efectda en presen
cia de un agente oxidante.

38,~- Un procedimiento de acuerdo con la reivin
dicacidn 22, en el cual dicho agente oxidante es ferri-
cianuro de potaéio, didxido de manganeso, persulfato de
amonio o perdxido de hidrdgeno. e

48 .- Un procedimiento de acuerdo con una -cual
qulera de las reivindicaciones 1.8, 28 y 3%, en el cual
una cantidad equimolar o un exceso moderado de amin‘se
hace rescclonar con dicha tolipemicinona para prodqqir
wne 3-(amino sustituido)tolipomicinona.

58,- Un procedimiento de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1%, 28 y 38, eﬁaai
cual un gran exceso de dicha amina se hace reacciéfié
con dicha tolipomicinona para producir una 3,16~di~(ami=
no sustituido)=-16,17=~dihidrotolipomicinona. -i}':

68,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin

dicacidn 12, en el cual se obtiene un compuesto de fdrmu

1z III en la que R es como se ha definido antes y Q re-

presenta uno de los grupos:
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CHy TH3

CHz CH $ CH <l>
(17) (16) (17) NHR
(16)

haciendo reaccionar 16,17-dihidrotolipomicinona con una
amina corresponéiente.

78,- Un procedimiento de acuerdo con laraivin
dicacidn 62, en el cual la reaccién se efectia enféféseg
cia de un agente oxidante.

88,~ Un procedimiento de acuerdo con la raivin
dicacidén 72, en el cual dicho agente oxidante es ferpi-
cianuro de potasio, didxido de manganeso, persulfato de
amonio o peréxido de hidrdgeno,

vy

98,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivin

A

dicacidn 18, en el cual el agente reductor es deido

L(+)-ascérbico o hidrdgenc en presencia de un cataliza-

~n
-~ 2

dor.

108,- Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacidn 98, en el cual 1la reaccidn se efectua en pre-
sencia de un disolvente empleando como agente reductor
deido L(+4)=-ascdrbico,

118,- Un procedimiento de acuerdo con la rei~

vindicacidn 108, en el cual dicho disolvente es metenol
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o etanol.
12&,~- Un procedimiento para la preparacidn de
nuevos derivados de tolipomicinona.
Tal y como se ha descrito en 1la Memoria que
5 antecede y para los fines que se han especificado.

Fate Momoria consta de ochenta y siete hojas

eseritas a mdquina por una sola cara.

v .

Madrid, 15.MV1976 ...

Fas

Pvo T

Fernando de Elzuburv
Por Poder, '

L1

)
. -
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